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Citations and explanations 

NOVELTY, INVENTIVE STEP AND INDUSTRIAL APPLICZABILITY - 
PCT ARTICLE 33(1) (2) (3) AND (4) 

1. Claims 1-9 appear to be novel, inventive and 

industrially applicable in view of the prior art 
cited in the Search Report 

1.1 No single document of the prior art cited in the 
Search Report either describes or suggests: 

(i) the use of a lactic acid bacteria strain capable 
of reducing the production of NO by enterocyte 
cultures preactivated by proinflammatory 
cytokines, and by bacterial LPS, to obtain a 
composition regulating the inflammatory response 
of enterocytes, as described in Claims 1-6, 
and/or 

(ii) a method for screening of new lactic acid 
bacteria strains having properties for 
modulating non-specific immunity, characterised 
in that it comprises the selection of lactic 
acid bacteria strains capable of inhibiting the 
production of NO by enterocyte cultures 
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preactivated by proinflammatory cytokines, and 
by bacterial LPS, as described in Claims 7-9. 



Hence Claims 1-9 can be considered novel, and 
inventive and, furthermore, industrially applicable. 
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I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres {les feuilles de remptacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite confonvement a I'article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme 'Initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eiies ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1-11 version initiale 

Revendications, N^: 

1-9 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/4-4/4 version initiale 

2. Les nnodifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n"^ : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 
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V. Declaration motivee selon I'artlcle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrtelle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1 -9 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui : Revendications 1 -9 
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Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 1 -9 
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2. Citations et explications 
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NOUVEAUTE, ACTIVITE INVENTIVE et POSSIBILITE D* APPLICATION INDUSTRIELLE 
-Art. 33 (1)(2) (3) et (4) PCT 

1- Les revendications 1-9 paraissent etre nouvelles, inventlves et industriellement 
applicables au vu de Tart anterieur cite dans le rapport de recherche. 

1.1- Aucun des documents de Tart anterieur cite dans le rapport de recherche ne decrit 
ni suggere: 

(i) Tutilisation d'une souche de bacterie lactique capable de diminuer la 
production de NO par des cultures d'enterocytes preactives par des 
cytokines proinflammatoires et des LPS bacteriens, pour Tobtention d*une 
composition regulatrice de la reponse inflammatoire des enterocytes tel 
qu'il est decrit dans les revendications 1-6 et / ou 

(ii) Un precede de criblage de nouvelles souches de bacteries lactiques 
dotees de proprietes modulatrices de I'immunite non-specifique, 
caracterise en ce qu'il comprend la selection de souches de bacteries 
lactiques capables d'inhiber la production de NO par de cultures 
d'enterocytes preactives par des cytokines pro-inflammatoires et des LPS 
bacteriens tel qu'il est decrit dans les revendications 7-9. 

C'est pourquoi les revendications 1-9 peuvent etre considerees nouvelles et 
inventives et presentent en outre la possibilite d'application industrielle. 
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SELECTION ET UTILISATIONS DE SOUCHES DE BACTERIES 
LACTIQUES MODULATRICES DE L' IMMUNITE NON-SPECIFIQUE 

L' invention est relative a 1' utilisation de 
bacteries lactiques en tant que regulateurs de 
5 1' inflammation de la muqueuse intestinale. 

Les bacteries lactiques sont 

traditionnellement utilisees pour fabriquer des produits 
alimentaires fermentes, en particulier des produits 
laitiers . 

10 II a ete rapporte qu' outre leurs qualites 

nutritionnelles, certains de ces produits alimentaires 
exergaient des effets benefiques sur la sante ; ces 
proprietes ont fait I'objet d' un interet particulier 
depuis quelques decennies, et de nombreuses recherches 

15 ont ete effectuees dans le but de les confirmer, et de 
definir plus precisement le role joue par les ferments 
lactiques. 

II a ainsi ete montre que certaines bacteries 

lactiques, notamment parmi les lactobacilles et des 
20 bif idobacteries/ amelioraient I'immunite vis-a-vis 

d' agents infectieux [PAUBERT-BEU^QUET et al-r Int. J. 

Immunother, 11, 153-161 (1995) ; KAILA et al., Dis. 

Child. 72, 51-53 (1995) ; HUDAOLT et al, Appl. Environ. 

Microbiol. 63, 513-518 (1997)], et possedaient egalement 
25 une activite antitumorale [HAYATSU et al. Cancer Lett. 

73, 173-179(1993) ; HOSONO et al. Agric. Biol. Chem. 54, 

1639-1643 (1990) ; HOSODA et al. J. Dairy Sci. 75, 976- 

981 (1992)]. 

Ces effets ont ete notamment attribues a une 
30 action sur la composition de la microflore intestinale, 
au detriment des microorganismes pathogenes, et/ou a une 
action plus directe sur le systeme immunitaire, se 
manifestant en particulier par une augmentation du taux 
de cytokines activatrices du systeme immunitaire telles 
35 que 1' IFNy ou des interleukines, ainsi qu'une augmentation 
du nombre de cellules activees intervenant dans la 
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reponse immune specifique ou non-specif ique, telles que 
les lymphocytes et les macrophages, et una secretion 
accrue d' immunoglobulines [PERDIGON et al. Int. J. 
Immunother. 9, 29-52,(1993) ; PORTIER et al.. Int. J. 
5 Immunother. 9, 217-224 (1993) ; SOLIS PEREYRA et 
LEMONNIER, Nutr. Research 13, 1127-1140 (1993)] ; DE 
SIMONE et al.. Int. J. Immunother. 9, 23-28 20 (1993) ; 
PERDIGON et al. J. Dairy Res, 61, 553-562 (1994) ; 
SCHIFFRIN et al . J. Dairy Sci. 78, 491-497 (1995)]. 

10 Cependant, ,il apparait que les effets 

benefiques induits par les bacteries lactiques peuvent 
varier ' selon I'origine de la pathologie concernee, 
I'espece et/ou la souche bacterienne utilisee, et les 
conditions d' administration . Pour mieux adapter 

15 1' utilisation de ces bacteries, ou des produits les 
contenant, dans le cadre du traitement ou de la 
prevention de pathologies specif iques, et pour etre en 
mesure de selectionner les bacteries les plus appropriees 
a 1' utilisation souhaitee, il est done necessaire de 

20 mieux connaitre les mecanismes par lesquels s'exercent 

leurs effets. 

Les Inventeurs ont entrepris d'etudier I'effet 
sur la muqueuse intestinaie de bacteries lactiques du 
groupe Lactobacillus casei ; ils ont choisi dans ce but 

25 la souche de L. casei DN 114001, Cette souche est decrite 
dans la Demande PCT WO 96/20607 au nom de : COMPAGNIE 
GERVAIS DANONE, et a 6te deposee le 30 decembre 1994, 
aupres de la CNCM (Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes) tenue par I'Institut Pasteur, 25 rue du 

30 Docteur Roux, a Paris, sous le numero 1-1518, et ses 
proprietes benefiques dans le cadre du traitement des 
diarrhees ont ete montrees. 

Les inventeurs ont etudie I'effet in vitro de 
cette souche de L. casei sur la production de mediateurs 

35 de I'immunite non-specif ique (cytokines pro- 
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inflanunatoires et oxyde nitrique) par des enterocytes en 
culture . 

Ces lignees de cellules, qui sont issues de 
1' epithelium intestinal huitiain, constituent un modele 
5 d' etude de la reponse de celui-ci a une agression, 
infectieuse ou autre. Cette reponse se manifeste 
notamment par la production de cytokines pro- 
inf larranatoires (principalement IL-1, IL-6, TNF-a), et 
d' oxyde nitrique (NO), genere par une isoforme inductible 

10 de la NO synthase (iNOS) ... L' oxyde nitrique participe, par 
ses proprietes antimicrobiennes , a la defense centre les 
microorganismes pathogenes, et lorsqu'il est produit en 
faible quant ite, a la protection de la muqueuse 
intestinale. Cependant, a forte dose, il diminue la 

15 viabilite des cellules epitheliales, et contribue a 
I'instauration et a I'entretien d' un etat inf lammatoire 
chronique [ALICAN et KUBES, Am. J. Physiol. 270, G225- 
237, (1996) ; TEPPERMAN et al . , J. Pharmacol. Exp. Ther., 
271, 1477-1482, (1994)]. La production de NO par les 

20 enterocytes en culture peut etre induite par les 
cytokines pro-inf lammatoires [VALETTE et al., Br. J. 
Pharmacol., 121, 187-182 (1997) ; KOLIOS et al . , Br. J. 
Pharmacol., 116, 2866-2872 (1995) , ainsi que par les 
toxines lipopolysaccharidiques (LPS) de certaines 

25 bacteries a gram negatif (TEPPERMAN et al, 1994, 
publication precit6e). Des travaux recents (SALZMAN et 
al. Gastroenterology, 114, 93-102, (1998) ; WITTHOFT et 
al.. Am. J. Physiol., 275, G564-571, (1998)] indiquent 
que les bacteries enteropathogenes Escherichia coll, 

30 Salmonella dublin. Shigella flexneri, induisent 
1' expression de I'iNOS et la production de NO dans des 
cultures d' enterocytes , pre-activees ou non par des 
cytokines pro-inf lammatoires . 

Les inventeurs ont maintenant constate que, 
35 dans le cas de leurs experimentations avec L. casei, 
1' action sur la production de cytokines pro- 
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inf lammatoires et de NO variait selon I'etat d' activation 
des enterocytes. En effet, lorsque les cellules sont dans 
leur etat basal, on n' observe aucun effet de L. casei ; 
lorsqu'elles sont activees par 1' addition de cytokines 
5 pro-inf lammatoires (ce qui reproduit les conditions d'une 
agression, infectieuse ou autre), on observe une faible 
production de NO et de TNF ; cette reponse a 1' agression 
est tres signif icativement augmentee par 1' addition de L. 
casei. Enfin, dans le cas de cellules hyperactivees par 
10 1' addition de cytokines inf lammatoires et de LPS (ce qui 
reproduit les conditions d'un etat inf lammatoire 
pathogene) , on observe au contraire une diminution de la 
production de NO et de TNF, qui est ramenee a un niveau 
optimal. 

15 II apparait done que cette souche de L. casei 

favorise une reponse adaptative des cellules a une 
agression, par 1' intermediaire de la modulation de 
facteurs intervenant dans 1' immunite non-specif ique . 

La mise en evidence de ces proprietes permet 

20 de proposer 1' utilisation de la souche CNCM 1-1518 de 
L. easel, et/ou de toute autre souche de bacterie 
lactique capable de diminuer la production de NO par des 
cultures d' enterocytes preactives par des cytokines pro- 
inf lammatoires et des LPS bacteriens, pour I'obtention de 

25 compositions regulatrices de la reponse inf lammatoire des 
enterocytes, et en particulier inhibitrices d'une reponse 
inf lammatoire pathogene. 

Avantageusement, on utilisera une souche 
capable en outre d'augmenter la production de NO par des 

30 cultures d' enterocytes preactives par des cytokines pro- 
inf lammatoires . 

Les compositions obtenues sont utilisables 
pour la prevention ou le traitement de pathologies 
inf lammatoires aigues ou chroniques de I'intestin 

35 (colites, enterites, maladie de Crohn, rectocolites 
hemorragiques, etc,)/ que ces pathologies soient 
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d'origine infectieuse (induites par des bacteries, des 
virus, des levures, etc.) ou non ; elles sont 
particulierement appropriees dans le cadre du traitement 
des etats inf lammatoires chroniques. 
5 Conformement a 1' invention, les bacteries 

lactiques peuvent etre utilisees sous forme de bacteries 
entieres vivantes ou non, sous forme de lysat bacterien, 
ou sous forme de fractions bacteriennes ; les fractions 
bacteriennes convenant a cette utilisation peuvent etre 
10 choisies en testant leurs proprietes d' augmentation de la 
production de NO par des cultures d' enterocytes 
preactives par des cytokines pro-inf lammatoires, et de 
diminution de la production de NO par des cultures 
d' enterocytes preactives par des cytokines pro- 
15 inf lammatoires et des LPS bacteriens. 

Preferentiellement, ces compositions peuvent 
etre administrees sous forme de complements alimentaires . 
II peut s'agir notamment de produits laitiers fermentes ; 
dans ce cas, les bacteries lactiques utilisees, 
20 conformement a 1' invention, pour I'obtention de ces 
compositions peuvent faire partie du ferment mis en ceuvre 
pour I'obtention de ces produits laitiers. 

On peut notamment utiliser des bacteries 
lactiques choisies parmi les lactobacilles, les 
25 lactocoques, les streptocoques et les bif idobact§ries . 
Avantageusement, on utilise une souche de L. casei, et de 
preference, la souche CNCM 1-1518. 

De nouvelles souches de bacteries lactiques 
dotees de proprietes modulatrices de I'immunite non- 
30 specif ique, et utilisables notamment pour I'obtention de 
compositions regulatrices de la reponse inf lammatoire des 
enterocytes, peuvent etre obtenues par la mise en ceuvre 
d'un precede de criblage comprenant la selection de 
souches de bacteries lactiques capables de diminuer la 
35 production de NO- par des cultures d' enterocytes 
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preactives par des cytokines pro-inf lammatoires et des 
LPS bacteriens. 

Avantageusement, ledit precede comprend en 
outre une etape de selection des souches capabies 
5 d'augmenter la production de NO par des cultures 
d'enterocytes preactives par des cytokines pro- 
inf lammatoires, et optionnellement, une etape de 
selection des souches n'exergant aucun effet sur la 
production de NO par des enterocytes non-actives. 
10 Salon un mode de mise en ceuvre prefere du 

precede conforme a 1' invention, lesdites souches sont 
criblees a partir de cultures de bacteries lactiques 
choisies dans le groupe constitue par les lactobacilles, 
les lactocoques, les streptocoques et les 
15 bif idobacteries. 

L' invention englobe egalement les aliments et 
complements nutritionnels, notamment les produits 
laitiers fermentes contenant ces nouvelles souches, ou 
des produits derives de celles-ci, notamment par lyse 
20 et/ou f ractionnement cellulaire. 

La presente invention sera mieux comprise a 
I'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples non-limitatif s illustrant la mise 
en evidence des proprietes de la souche CNCM 1-1518. 
25 PROTOCOIilS EXPERIMENTAUX GENEPADX : 

Les cytokines recombinantes humaines (IL-ip, 
TNF-a, IFN-y, lO'' U/mg) utilisees proviennent de la 
societe IMMUGENEX (Los Angeles, CA) ; le PDTC (inhibiteur 
de la formation du f acteur de transcription NFk-B) , le L- 
30 NAME (inhibiteur des NO-synthases) , et le 

lipopolysaccharide d' Escherichia coli proviennent de la 
societe SIGMA (St Louis, MO) . 

Les kits de dosage par ELISA des cytokines 
IL-ip, et TNF-a proviennent de la societe BIOSOURCE. 
35 Les extraits totaux de L. casei utilises lors 

des experiences sont obtenus par sonication pendant 10 
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minutes de suspensions de la souche CNCM 1-1518, afin de 
casser les bacteries. 

Culture et stimulation des enterocybes : 

Les 2 lignees de cellules de carcinome du 
5 colon HT29 et Caco-2 ont ete utilisees. 

La lignee HT29, initialement isolee par FOGH 
et TREMPE (Human Tumor Cells In Vitro, 115-156, J. FOGH 
Ed, Plenum Press, New York, 1975) est disponible aupres 
de la collection ATCC, (Rockville USA), sous le numero 
10 ATCC HTB-38. 

La lignee Caco-2, initialement isolee par FOGH 
(J. Natl. Cancer Inst. 58, 209-214, 1977) est disponible 
aupres de la collection ATCC, (Rockville USA), sous le 
numero ATCC HTB-37 . 
15 Legendes des figures : 

La figure 1 represente la production de NO par 
les cellules Caco-2, preactivees (•) ou non (O) par le 
CYTOMIX, ou par les cellules HT-2 9 preactivees {■) ou non 
(□) par le CYTOMIX, en presence de quantites croissantes 
20 d'extrait total de la souche CNCM 1-1518- 

La figure 2 represente I'effet du L-NAME sur 
la production de NO par les cellules Caco-2 ou par les 
cellules HT-29 preactivees par le CYTOMIX, en presence ou 
non d'extrait total (3% v/v) de la souche CNCM 1-1518. 
25 (^) + L-NAME 

(1) Controle 

La figure 3 represente I'effet du L-NAME et du 
PDTC sur la production de TNF par les cellules Caco-2 ou 
par les cellules HT-29 preactivees par le CYTOMIX, en 
30 presence ou non d'extrait total (3% v/v) de la souche 
CNCM 1-1518. 

(^) + L-NAME 
d) Controle 
(S) + PDTC 

35 La figure 4 represente la production de NO par 

les cellules Caco-2, preactivees par le CYTOMIX seul (O) 
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ou par le CYTOMIX+LPS (•) , ou par les cellules HT-29 
preactivees par le CYTOMIX seul (□) ou par le CYTOMIX+LPS 
(■) / en presence de quantites croissantes d'extrait total 
de la souche CNCM 1-1518. 
5 EXEMPI-E 1 : EFFET DE X. CASEI SUR LA PRODUCTION D'OXYDE 
NITRIQUE PAR LES LIGNEES DE CELLULES EPITHELIALES' DU 
COLON. 

Chacune des 2 lignees a ete ensemencee a 2x10^ 
cellules/puits en plaques de 96 puits, en milieu DMEM 
10 supplemente de 5% de SVF, de 100 U/ml de penicilline, de 
100 jj.g/ml de streptomycine et de 2 mM de L-glutamine . 

Les cellules sont pre-incubees pendant 24 
heures a 37 °C, 5% de C02r en presence de CYTOMIX (melange 

IL-lp : 10 ng/ml, TNF-a : 25 ng/ml, IFN-y : 10^ U/ml) . Les 
15 cellules sont ensuite incubees pendant 24 heures 
supplementaires en presence ou non de quantites 
croissantes d'extraits totaux de L. casei (en % vol/vol). 

Apres 1' incubation^ les surnageants de culture 
sont recuperes et congeles avant la determination de la 
20 concentration en nitrites- Pour certaines experiences, du 
L-NAME (1 mM) / qui est un analogue de la L-arginine et 
constitue un inhibiteur competitif specifique des NO- 
synthases est ajoute en meme temps que les extraits de L. 
casei . 

25 La quantite de NO produit est evaluee par le 

dosage dans les surnageants de culture, des derives 
stables de ce radical apres sa reaction en milieu aqueux: 
les nitrites et les nitrates. Les nitrates . sont dans un 
premier temps reduits en nitrites par des bacteries 

30 exprimant la nitrate-reductase et les nitrites sont 
ensuite doses par la methode de GRIESS. A 100 |al de 
surnageant on ajoute .100 jil d^une solution composee de 1 
volume d'une solution de sulfanilamide a 1% dans 1 ' acide 
acetique a 30%, et de 1 volume d'une solution de 

35 dichlorhydrate de N-l-naphtyl ethylenediamine a 0,1% dans 
I'acide acetique a 60%, Une courbe de calibration 
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Standard est rea.lisee en presence de differentes 
concentrations de nitrite de sodium dilue dans du milieu 
de culture (DMEM 5%SVF) . Les absorbances sont ensuite 
determinees a 540 nm en utilisant un lecteur MULTISCAN 
5 MCC340, (LABSYSTEM) 

La figure 1 montre qu'en presence du CYTOMIX 
seul, on n' observe qu'une production limitee de NO par 
les lign^es HT-29 et Caco-2 ; cette production est 
augmentee de fagon dose-dependante par 1' addition de 

10 I'extrait de L. casei. Un effet maximal est observe pour 
una concentration d' environ 3% (v/v) d'extrait de L. 
casei. En 1' absence de CYTOMIX, L. casei n'a pas d' effet 
sur la production de NO par I'une ou 1' autre des lignees. 

La figure 2 montre que cette production 

15 induite par le CYTOMIX est inhibee par 1' addition de L- 
NAME, en presence ou non d'extrait total de L. casei (3% 
v/v) . 

EXEMPLE 2 : EFFET DE L. CASEI SUR LA PRODUCTION DE TNF-a 
PAR LES LIGNEES DE CELUJLES EPITHELIALES DU COLON. 

20 Chacune des 2 lignees a ete ensemencee a 2x10® 

cellules/puits en plaques de 24 puits, en milieu DMEM 
supplemente de 5% de SVF, de 100 U/ml de penicilline, de 
100 ng/ml de streptomycine et de 2 mM de L-glutamine. Les 
cellules sont ensuite incubees pendant 24 heures en 

25 presence de CYTOMIX, puis pendant 24 heures 
supplementaires en presence des extraits totaux de L. 
casei. Pour certaines experiences, du L-NAME (1 mM) ou un 
inhibiteur de la voie de transduction NFkB (le PDTC: 
10 pM) sont ajoutes en meme temps que les extraits 

30 bacteriens. 

Les surnageants de culture sont ensuite 
recuperes et leur concentration en cytokines determinees 
par ELISA. 

La figure 3 montre qu'en presence du CYTOMIX 
35 seul, il n'y a qu'une faible production de TNF-a par la 
lignee Caco-2, et une absence de production de cette 
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cytokine par la lignee HT-29. Cette production est 
fortement augmentee, pour les deux lignees, par 
1' addition d'extrait total de L. casei ; elle est inhibee 
par 1' addition de L-NAME ou de PDTC, ce qui montre que 
5 1' activation de la production de cytokines pro- 
inf lammatoires par X. casei fait intervenir la production 
de NO et 1' activation de NFkB. 



Les resultats presentes dans le tableau I ci- 



apres montrent que 


1' addition de 


L. casei 


aux cellules 


preactivees par le 


CYTOMIX active 


egalement 


la production 


d' IL-lp. 




TABLEAU I 






Cellule 


Preactivation 


Stimulation 


lU-p (pg/ml) 


TNF-a (pg/nni) 


Caco-2 


Aucune 


Aucune 


ND 


ND 


Caco-2 


CYTOMIX 


Aucune 


150±15 


75±11 


Caco-2 


Aucune 


CNCM 1-1518 


95±8 


ND 


Caco-2 


CYTOMIX 


CNCM 1-1518 


1254±55 


975±85 


HT-29 


Aucune 


Aucune 


ND 


ND 


HT-29 


CYTOMIX 


Aucune 


ND 


ND 


HT.29 


Aucune 


CNCM M518 


ND 


ND 


HT.29 


CYTOMIX 


CNCM 1-1518 


908±63 


789±45 


ND : NON DETERMINE 








EXEMPI.E 3 


: EFFET 


DE i- casEJ 


EN PRESENCE DE LPS DE 


BACTERIES 


GRAM", SUR I*A PRODUCTION D'OXTOE 


NITRIQUE PAR 



I-ES LIGNEES DE CEIXULES EPITHELIALES DU COLON PRE- 
ACTIVEES PAR DES CYTOKINES PROINFLAMMATOIRES . 

Le protocole est identique a celui de 
I'exemple 1 ci-dessus, a ceci pres que 10 |ag/ml de LPS 
20 d'JEJ. coli sont ajoutes lors de 1' incubation avec 
I'extrait total de L. casei. 

Les resultats sont illustres par la figure 4, 
qui montre une production importante de NO en 1' absence 
de L. casei (cellules stimulees par CYTOMIX + LPS), qui 
25 diininue en presence de quantites croissantes de L. casei 
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jusqu'a revenir au niveau de celle des cellules activees 
par les cytokines seules. 
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REVENDICATIONS 

1) Utilisation d'une souche de bacteria 
lactique capable de diminuer la production de NO par des 
cultures d' enterocytes preactives par des cytokines pro- 

5 inf lammatoires et des LPS bacteriens/ pour I'obtention 
d'une composition regulatrice de la reponse inf lammatoire 
des enterocytes. 

2) Utilisation selon la revendication 1 
caracterisee en ce que ladite souche est en outre capable 

10 d'augmenter la production de NO par des cultures 
d' enterocytes preactives par des cytokines pro- 
inf lammatoires 

3) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que ladite 

15 souche bacterienne est une souche de L. casei, 

4) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que ladite souche 
bacterienne est la souche de L. casei CNCM 1-1518. 

5) Utilisation selon une quelconque des 
20 revendications 1 a 4, caracterisee en ce que ladite 

composition est sous la forme d'un complement 
alimentaire . 

6) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterisee en ce que ladite 

25 composition est sous la forme d'un produit laitier 
fermente • 

7) Precede de criblage de nouvelles souches de 
bacteries lactiques dotees de proprietes modulatrices de 
I'immunite non-specif ique, caracterise en ce qu'il 

30 comprend la selection de souches de bacteries lactiques 
capables d' inhiber la production de NO par des cultures 
d' enterocytes preactives par des cytokines pro- 
inf lammatoires et des LPS bacteriens. 

8) Precede selon la revendication 7, 
35 caracterise en ce qu'il comprend en outre une etape de 

selection des souches capables d'augmenter la production 
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de NO par des cultures d' enterocytes preactives par des 
cytokines pro-inf lammatoires, et optionnellement , une 
etape de selection des souches n' exergant aucun effet sur 
la production de NO par des enterocytes non-actives. 
5 9) Precede selon une quelconque des 

revendications 7 ou 8, caracterise en ce que lesdites 
souches sont criblees a partir de cultures de bacteries 
lactiques choisies dans le groupe constitue par les 
lactobacilles, les lactocoques, les streptocoques et les 
10 bif idobacteries . 
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FIG. 2. 
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FIG. 4. 



